Jean-René Tesson 
  
Rémi Fontaine 
  
Mathurin Fumery 
  
Louis-Victor Gaudet 
  
Christophe Attencourt 
  
Denis Chatelain 
  
Fumery Mathurin 
  
  
  
Diagnostic immunohistochimique de la spirochétose colique avec l'anticorps anti-tréponème chez les patients consultant pour une diarrhée chronique. Résultats d'une étude prospective menée chez 137 patients

Keywords: Spirochétose, immunohistochimie, antibiothérapie

ou non, émanant des établissements d'enseignement et de recherche français ou étrangers, des laboratoires publics ou privés.

Introduction

La diarrhée chronique est un motif de consultation fréquent en gastro-entérologie et ses étiologies sont nombreuses, diverses et variées, fonctionnelles ou organiques [START_REF] Abdullah | Clinical approach and management of chronic diarrhea[END_REF]. Au cours du bilan, une coloscopie est souvent réalisée chez le patient, et si elle s'avère normale, des biopsies coliques sont habituellement systématiquement réalisées par le gastroentérologue, et adressées au pathologiste, à la recherche d'une colite microscopique (colite collagène ou colite lymphocytaire) [START_REF] Abdullah | Clinical approach and management of chronic diarrhea[END_REF]. L'analyse microscopique des biopsies coliques peut également permettre au pathologiste de porter un diagnostic de spirochétose colique [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. La spirochétose est une entéropathie caractérisée par la colonisation de la muqueuse colique par des bactéries anaérobies du genre Brachyspira. Elle peut générer une symptomatologie digestive à type de diarrhées, de douleurs abdominales, ou de rectorragies [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. Les agents pathogènes adhèrent à l'épithélium colique, et peuvent être identifiés sur les préparations histologiques colorées à l'hématéine-éosine, avec un aspect de bordure en brosse éosinophile et épaisse, filamenteuse, en surface des entérocytes [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. Toutefois, la mise en évidence de ces bactéries est parfois difficile sur la coloration standard. Elles peuvent être encore mieux visualisées par des colorations spéciales, notamment de Whartin Starry [START_REF] Nishii | Human intestinal spirochetosis mimicking ulcerative colitis[END_REF], ou de Steiner [START_REF] Tanahashi | Human intestinal spirochetosis in Japan; its incidence, clinicopathologic features, and genotypic identification[END_REF]. La réalisation de ces colorations spéciales est cependant plus ou moins maîtrisée dans les centres de pathologie, et leur interprétation parfois difficile en raison de la fréquence des dépôts de colorants non spécifiques. En 1996 De Brito et al. montraient qu'il était possible de révéler la présence des spirochètes coliques à l'aide d'un anticorps anti-tréponème, en raison d'une réaction croisée entre les deux types de bactéries [START_REF] Brito | Intestinal spirochetosis: first cases reported in Brazil and the use of immunohistochemistry as an aid in histopathological diagnosis[END_REF]. Ceci était confirmé par d'autres équipes [START_REF] Tanahashi | Human intestinal spirochetosis in Japan; its incidence, clinicopathologic features, and genotypic identification[END_REF][START_REF] Ogata | Immunohistochemical detection of human spirochetosis[END_REF][START_REF] Ruiz | Cross-reactivity of anti-treponema immunohistochemistry with nontreponoma spirochetes: a simple call for caution[END_REF][START_REF] Graham | Treponema pallidum immunohistochemistry is positive in human intestinal spirochetosis[END_REF]. Le but principal de ce travail était d'évaluer dans une série prospective de patients consultant pour une diarrhée chronique avec une endoscopie normale, la fréquence de la spirochétose colique, diagnostiquée par une technique immunohistochimique avec l'anticorps anti-tréponème sur leurs biopsies coliques. Et l'objectif secondaire était d'évaluer s'il peut y avoir un intérêt à réaliser systématiquement cette étude immunohistochimique avec l'anticorps anti-tréponème sur les biopsies coliques de tous les patients réalisées dans le bilan d'une diarrhée chronique, avec endoscopie normale.

Matériel et méthodes

Entre le 1 er mars 2017 et le 1 er mars 2018, tous les cas de biopsies coliques réalisées dans le bilan d'une diarrhée chronique, avec endoscopie normale, et adressées dans le service d'anatomie pathologique du CHU d'Amiens, ont fait l'objet d'une étude immunohistochimique avec l'anticorps anti-tréponème (Biocare, anticorps polyclonal pré-dilué et concentré, 1/100-1/200, référence CP135A). La mise au point de la technique immunohistochimique avait été réalisée sur un cas de syphilis anale, avec un marquage spécifique des tréponèmes localisés entre les cellules de l'épithélium malpighien. Les cas positifs de spirochétose colique étaient caractérisés par un marquage linéaire, en brosse, en surface de l'épithélium colique, avec l'anticorps anti-tréponème. Une relecture des lames colorées à l'hématéineéosine était réalisée pour évaluer si le diagnostic de spirochétose était réalisable sur la coloration standard. Une coloration de Steiner était également réalisée sur ces cas diagnostiqués en immunohistochimie. La coloration de Steiner utilisée est automatisée (Kit de Ventana pour automate de coloration Ventana BenchMark Special Stains, référence 860-030). Les dossiers des patients étaient consultés pour évaluer leur suivi, et le traitement dont ils avaient bénéficié.

Résultats

Cent trente sept patients ont été intégrés dans l'étude, 58 hommes et 79 femmes, âgés de 17 à 86 ans (âge moyen 48 ans). Seules 3 biopsies coliques étaient positives à l'étude immunohistochimique avec l'anticorps anti-tréponème, avec un marquage linéaire, en brosse, en surface des entérocytes (figure 1). Le marquage était net, propre, sans bruit de fond, et d'analyse facile et rapide.

A la relecture des lames colorées à l'hématéine-éosine, pour un seul cas le diagnostic était réalisable sur la coloration standard à l'HE, avec la mise en évidence d'une bordure en brosse éosinophile, fibrillaire, épaisse en surface des entérocytes (figure 2). Pour les deux autres cas le diagnostic était beaucoup plus difficile, les bactéries n'étant individualisables rétrospectivement que focalement en surface de l'épithélium. Au sein du chorion, le cytoplasme de macrophages était marqué par l'anticorps, témoignant de la présence de la bactérie à ce niveau. Sur la coloration spéciale de Steiner les bactéries étaient également individualisables, avec un liseré noir en surface des entérocytes (figure 3), la lecture étant parfois gênée par des dépôts de colorant non spécifiques. La fréquence de la spirochétose colique chez les patients consultant pour une diarrhée chronique dans notre série était donc de 2%. Les patients étaient deux hommes et une femme âgés respectivement de 40, 59 et 58 ans. Ne disposant pas des techniques de biologie moléculaire adéquates localement, la confirmation des diagnostics de spirochétose colique n'a pu être réalisée par une PCR ARN 16S. Aucun d'entre eux n'était immunodéprimé. Les sérologies pour le VIH étaient négatives. Chez ces patients, il s'associait à la diarrhée ou à l'alternance diarrhée/constipation des douleurs abdominales, et pour un d'entre eux des ballonnements. La durée de la symptomatologie était de quelques semaines à quelques mois à la première consultation. Pour un des trois patients, une coproculture a été réalisée après le diagnostic, revenue négative. Deux d'entre eux ont eu un examen parasitologique des selles, également négatifs. Au cours du suivi la symptomatologie diarrhéique s'amendait en quelques semaines après la première consultation chez les trois patients. Malgré le diagnostic de spirochétose colique porté par les pathologistes, aucune antibiothérapie n'a été prescrite chez ces patients. Seuls des traitements symptomatiques (ralentisseurs du transit) ont été prescrits pour deux d'entre eux.

Discussion

Dans notre série, la fréquence de la spirochétose colique est faible chez les patients consultant et ayant des biopsies dans le cadre d'une diarrhée chronique (3/137, soit 2%). La prévalence de l'affection est estimée entre 2 à 7% dans les pays occidentaux, et entre 11 à 34% dans les pays en voie de développement [START_REF] Smith | Colonic spirochetosis in animals and humans[END_REF][START_REF] Takeuchi | Spiral-shaped organisms on the surface colonic epithelium of the monkey and man[END_REF]. La spirochétose intestinale résulte d'une colonisation de l'épithélium colique par des bactéries anaérobies : Brachyspira aalborgi et Brachyspira pilosicoli [START_REF] Smith | Colonic spirochetosis in animals and humans[END_REF][START_REF] Takeuchi | Spiral-shaped organisms on the surface colonic epithelium of the monkey and man[END_REF]. Le fait qu'il s'agisse d'une véritable maladie, responsable de symptômes digestifs, ou d'une simple colonisation commensale et non pathogène de la muqueuse colique, est encore débattu dans la littérature [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Le premier cas de spirochétose colique a été rapporté dans la littérature en 1967 par Harland et al. [START_REF] Lee | Intestinal spirochaetosis[END_REF] et la plus grande série publiée dans la littérature est celle de Weisheit et al., colligeant 209 patients [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Il s'agit d'une zoonose, l'affection étant décrite chez certains animaux (primates, porcs, chiens, chats, poulets…), et le mode de contamination est orofécal Ces bactéries peuvent siéger à l'état commensal dans le tube digestif de certains individus, mais le plus souvent chez les patients symptomatiques, l'infection résulte d'une colonisation de la flore bactérienne colique [START_REF] Tsinganou | Human intestinal spirochetosis[END_REF]. L'affection est plus souvent décrite chez l'homme que la femme, à un âge moyen de 40 à 50 ans (les âges extrêmes variant entre 19 et 85 ans dans la série de Weisheit et al.) [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. La spirochétose est plus fréquente chez les sujets immunodéprimés (jusqu'à 50% des sujets VIH+ dans certaines séries) [START_REF] Surawicz | Intestinal spirochetosis in homosexual men[END_REF][START_REF] Law | Rectal spirochaetosis in homosexual men: the association with sexual practices, HIV infection and enteric flora[END_REF]. La présence de la bactérie au niveau colique est rendue responsable de diarrhées (chez 50% des patients dans la série de Weisheit), de douleurs abdominales (chez 45% des malades), et de rectorragies (chez 35% des patients) [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Mais pour certains auteurs il pourrait s'agir d'une bactérie commensale, et sa présence au niveau colique pourrait être fortuite, non associée aux symptômes digestifs [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. L'endoscopie est le plus souvent normale. Et histologiquement, sur la coloration standard à l'HE, les bactéries se disposent perpendiculairement à l'épithélium colique, réalisant un aspect de bordure en brosse accentuée [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF], avec un aspect de bande éosinophile floue ou « brumeuse » en surface de l'épithélum colique [START_REF] Carr | The histological features of intestinal spirochetosis in a series of 113 patients[END_REF]. Dans la série de Ogata et al. les lésions prédominaient au niveau du côlon droit [START_REF] Ogata | Immunohistochemical detection of human spirochetosis[END_REF]. Mais les bactéries ne sont pas toujours faciles à visualiser et à identifier sur la coloration standard, et à différencier d'un glycocalyx un peu épais [START_REF] Nishii | Human intestinal spirochetosis mimicking ulcerative colitis[END_REF]. Ce que confirme notre étude, où dans deux cas sur trois les spirochètes n'étaient que focalement individualisables. Les bactéries peuvent être mises en évidence par les colorations par le Whartin Starry [START_REF] Tsinganou | Human intestinal spirochetosis[END_REF] ou la coloration de Steiner [START_REF] Tanahashi | Human intestinal spirochetosis in Japan; its incidence, clinicopathologic features, and genotypic identification[END_REF], mais ces colorations ne sont pas toujours de réalisation facile, et leur lecture peut parfois être gênée par des dépôts de colorant non spécifiques. Il n'y a pas de diagnostic différentiel à l 'exception d'un glycocalyx épais. Une localisation colique d'une syphilis est généralement caractérisée par un infiltrat inflammatoire lympho-histiocytaire et plasmocytaire intense, avec présence de follicules lymphoïdes, plus rarement de granulomes épithélioïdes et gigantocellulaires ; avec peu d'infllamation aiguë et peu de distorsions glandulaires architecturales [START_REF] Arnold | Syphilitic and Lymphogranuloma Venereum (LGV) Proctocolitis[END_REF]. La première publication de révélation des spirochètes par technique immunohistochimique a été publiée par De Brito et al., utilisant des anticorps anti-Tréponema pallidum (et également anti-Leptospira interrogans), mettant en évidence une réaction immunohistochimique croisée entre ces diverses bactéries [START_REF] Brito | Intestinal spirochetosis: first cases reported in Brazil and the use of immunohistochemistry as an aid in histopathological diagnosis[END_REF]. Ceci a été confirmé par Tanahashi et al. en 2008, à l'aide d'un anticorps anti-tréponème, et également anti-Mycobacterium bovis [START_REF] Tanahashi | Human intestinal spirochetosis in Japan; its incidence, clinicopathologic features, and genotypic identification[END_REF]. D'autres travaux ont corroboré ces données dans les années suivantes, et confirmé l'intérêt de l'anticorps anti-tréponème pour le diagnostic de spirochétose colique [START_REF] Ogata | Immunohistochemical detection of human spirochetosis[END_REF][START_REF] Ruiz | Cross-reactivity of anti-treponema immunohistochemistry with nontreponoma spirochetes: a simple call for caution[END_REF][START_REF] Graham | Treponema pallidum immunohistochemistry is positive in human intestinal spirochetosis[END_REF]. Notre étude confirme également l'intérêt de l'immunohistochimie pour le diagnostic de spirochétose colique, avec un marquage net, à type de liseré, facile à visualiser en surface des entérocytes. L'une des lacunes de notre étude réside cependant dans le fait que la présence effective de la bactérie au sein de la lumière digestive n'a pas été confirmée par des techniques microbiologiques (lorsqu'elles ont été réalisées). Les spirochètes appartiennent au genre Brachyspira, et se distinguent des tréponèmes par l'absence de tubules cytoplasmiques [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF][START_REF] Tsinganou | Human intestinal spirochetosis[END_REF]. On distingue les Brachyspira aalborgi, les plus fréquents, mesurant de 2 à 6 µm avec un diamètre de 0.2 µm, et les Brachyspira (Serpulina) pilosicoli, plus fréquemment décrits chez les sujets séropositifs, mesurant de 4 à 16 µm de long pour un diamètre de 0.3 µm [START_REF] Tsinganou | Human intestinal spirochetosis[END_REF]. Brachyspira aalborgi est plutôt considéré comme une bactérie non pathogène et commensale alors que Brachyspira pilosicoli semblerait être une bactérie pathogène et opportuniste. Les spirochètes, en dehors de l'examen anatomo-pathologique, peuvent être identifés par coproculture ou par technique PCR à partir de prélèvements inclus en paraffine. Il n'existe pas actuellement de consensus pour le traitement de la spirochétose colique [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. Dans la série de Weisheit et al. 40% des patients étaient traités par antibiothérapie (le plus souvent par métronidazole) [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Chez 52% de ces patients l'antibiothérapie entraînait une amélioration des symptômes, mais chez 12% des malades la symptomatologie persistait [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Chez les patients ayant bénéficié d'un suivi endoscopique, les spirochètes disparaissaient chez 77% des malades au contrôle [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Il faut toutefois noter que dans la méta-analyse réalisée par Weisheit et al. en 2007 seuls 8% des patients étaient effectivement traités par antibiotiques, avec une amélioration de la symptomatologie chez 51% des patients [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. Weisheit et al. préconisent d'administrer une antibiothérapie à base de métronidazole, à la dose de 500mg par jour pendant 10 jours, en cas de symptômes digestifs avec présence d'une spirochétose colique [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF][START_REF] Tsinganou | Human intestinal spirochetosis[END_REF]. En l'absence d'amélioration, ils recommandent la réalisation d'un contrôle endoscopique pour s'assurer de l'absence d'une autre cause et de l'éradication de la bactérie [START_REF] Weisheit | Human intestinal spirochaetosis : analysis of symptoms of 209 patients[END_REF]. D'autres auteurs, comme O'Donnell et al. conseillent plutôt la pratique du « wait and see » et de ne traiter que les patients ayant des symptômes digestifs sévères ou persistants [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. Ils recommandent par contre de traiter systématiquement par antibiothérapie les patients immunodéprimés ainsi que les patients infectés par Brachyspira pilosicoli [START_REF] O'donnell | Assessment of the clinical significance of intestinal spirochaetosis[END_REF]. Dans notre série les trois patients pour lesquels un diagnostic de spirochétose a été porté n'ont fait l'objet que d'une surveillance sans antibiothérapie prescrite, avec pour deux d'entre eux une évolution favorable confirmée, avec une disparition des symptômes en quelques semaines. En conclusion, notre étude confirme l'intérêt de la technique immunohistochimique pour porter un diagnostic de spirochétose colique. Avec en cas de positivité un marquage spécifique, à type de liseré, en surface des entérocytes, facile et rapide à évaluer. La lecture est un peu plus aisée qu'avec la coloration histochimique de Steiner. Mais cette technique immunohistochimique a un coût. Dans notre série, au final, le diagnostic de spirochétose colique demeurait rare, diagnostiqué chez seulement 2% des malades consultant pour une diarrhée chronique avec endoscopie normale. Ce diagnostic n'avait pas eu d'impact et d'intérêt en pratique, puisque les trois patients diagnostiqués n'avaient bénéficié d'aucune antibiothérapie. En raison du rapport coût de la technique immunohistochimique sur bénéfice pour la prise en charge des patients, nous ne pouvons donc recommander la réalisation systématique d'une immunohistochimie antitréponème, chez tous les patients ayant des biopsies coliques étagées dans le bilan d'une diarrhée chronique, avec endoscopie normale. 
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 123 Figure 1 : Spirochétose colique, immunohistochimie anti-tréponème Colic spirochetosis, immunohistochemical stain with anti-Treponema pallidum antibody